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Kartoffelknollenspezifische transkriptionale Regulation 

Die voriiegende Emndung betnfft eine 
kanoffelknollenspezifischen ««0-«?"*^ lokahstert sm^s Transfermikroorga nis m en. Die 
SequenzindaspflanzlicheGenom ^ Xef V ^2TmS^Sm Die Obertragene DNA-Sequenz 
5 ^SuT^^ die Herstellung hetero.oger Pro.uk. In Kuitu, 

^ Be^ingt durch den kontinuienicn ate* enden 

washsenden Weltbevo.kerun, ^^^Z^TJ^^ AnbLlachen um die Steigerung 
Forschung. sich wegen der langfristg ^ehenden sic steigerung des Enrages kann u*. 

10 des Ertrages von Nutzpfianzen und derer ^Jjj^jj^ PAanzenihadHnge und Pflanzenkrank- 
dadurch erreicht werden. daB d.e Resl f!^. vo " N j^^t d Bne Verstarkung der Resistenz konnte z.B. 
heiten und/oder ungunstige ^^^^ZTzu «Z vermehrten Biidung von Schutzstoffen 
dadurch erreicht werden. daB d.e ^"^^ ^puHert werden. Dies kann u.a. durch d.e 
veranlaBt werden. Hierzu muB der ^^°' ,smu %f® r n „ ' a "^ ure ,£ N a) hervorgerufen werden. Oft ware es 
15 Veranderung der im Zel.kern enthattenen ° e ^^ cSer mehreren Teilbereichen 

wQnschenswert. in den DNA-Abschmttea d« ^^^^ach^mszyklus verantwortlich 
der Pflanze oder wahrend e.nes bestmmten Z^schnKB {Qr dje Transknp tion Oder 

sind. einzugreifen. Daher besteht e.n groBes *^^^T^ un im Pflanzengenom. Um derartige 
Expression endogener Pflanzenprodukte verantwortl.chenj Sequenzen -m a bestimmten Zei t 

Sk-Sequenzen herauszufinden. muB man; j^^^JSL Ha. man die dazugehSren- 
im Zellwachstumszyklus oder .n emern bestimmten Te.l der ^ ^ und yQr a|lem die 

den Gene identifiziert und isoKert. m_ erne . "^f^^X, Regionen erforderlich. 

.dentiflzierung und ^< ie ™9 f^^^^ 

AnschlieBend mOssen gee.gnete Modelle e ^ e "* we ^V jst ejn neraus f 0 rdemde Forschungsaufgabe. 
werden mOssen. Die Identiflzierung derartger .^^^^ Es besteht in immer groBerem MaBe ein 
die mit betrachtlichen IrrtOmem und UngewjBherten ^J^eren was die damit verbundenen Aufwendun- 
.nteresse an der MBglichkeit. ^Z^^Z Z^W^^™" ond ihrer Manipulation zu 
gen und BemQhungen. die m.t .^ r, ™™£ " ^reits Verfahren zur genetischen Modiflka- 
Sestimmten Nutzungen verbunden s.nd, re*«ertaen ^J«nd * » ol genden Publikationen von 
30 tion dikotyier und monokotyler eds. van Vtoten-Doting. Groot and Hail. 

Crouch et al.. In: Molecular Form and Funcho |of "ant eeno 15 3«4-74: Crouch et al.. J. 

Ptenum Publishing Corp. 1985 PP 555-56 K Crouch ^ d P B > (1985) 5: 191 -201. in denen 

Moi. Appl. Genet (1983) 2*73-283; ^ ^ ^^J^^te^enien und von Beachy et a. 
verschiedene Formen von Spe.cher-prote.nen '"Jl^^g^ , ^ad. Sci. USA (1985) 82:3320-3324; 
EMBO J. (1985) 4:3047-3053; ^^^^"iTc^t a... Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
Greenwood and Chrispeels, Plant Phys.oL (1985) 7^.65-71 and o ^ und gen etischer 

(1986) 83:8560-8564 in denen Untersuchungen, d.e sich ^ a £ eflnet (1986) 205 ..i4-22 and 

Sstt" «SS2M2S~^~ — rter Pf,anzengene 

nun eine DNA-Sequenz ^W^^n-fl? 
kartoffenknollenspezitischen regulatorischen Beretche lokal.s.ert 

Patatin-Gen-Promotor enthalt. . ^^„ al . e tarte ,.R e aion fOr die Knollenspezifitat ent- 

* oer DNA-Sequenz. die die ^^^^^J^^e Modifikation des Phanotyps 
halt, kann eine Sequenz nachgeschaltet werden. d.e die J^wmat one endo g e ner Produkte oder 

oer betreffenden Zei.gewebe und die 

die Biidung heterogener Express.onsprodukte Wr durch einen Linker Oder Polylin- 

die Transkriptions. und T — enthalt. versehen werden In 
ker. der eine oder ^hreje Res^ktonsstenen fur *«^ e ™™ £ e 2 bis 6 Restriktionsstellen. Im 
der Regel hat der Linker 1 b.s 10 ^ me.ste B vo g ^ ^ eo bp minde ^ ns 

allgemeinen hat der Linker erne Gwfle von_ "jJJ^J naJbzw. homolog als auch fremdartig bzw 
jedoch 5 bp. Der transkripfonaie Startoe«.ch tenn transkriptionalen Startregionen. die m.t 

heteroiog zur Wirtspfianze sein. Von bes^rem l^n»s* ^nd d«M ^ ^ ^ Kartoftelknol . 

sec rr^srasss - r n a, r te ;^ D ie 
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mehrere Introns enthaKen. Als Be.sp.e. se, en ge ™£***Z^ Le^rasW sein da* b) zu einem 
tSv a) zu einer Genomsequenz and. wobe. d.e G ^^^^Z ta die durch Komplementaritat die 
Intron; c) zu einer nicht kodierenden Leitsequenz; d > zu ,eder ^Sequew d.e Unschte DNA- 

Transkription, mRNA-Ver^ = n j£ 2?S Telne Mischunglus synthetischen 
Sequenz kann synthetsch hergestellt Oder natun.cn Qewo" svnthetische DNA-Sequenz mit 

und natOrlichen DNA-Bestandtei.en enthalten. ^g^^^^^SSm codons konnen aus 
Codons erzeugt. die von Pflanzen bevorzugt werden. Diese v o" Pflanzen oevo^ & pflanzenspe- 
Codons mit der hochsten Proteinhaufigkeit best.mmt "°£ e ".^ DNA- 
zies exprimiert werden. Bei der Praparatior , der ^^J^^^ckmafliger Weise in der 
Fragmente manipu.iert werden, um e.ne ^^^J^^^^ ist TO r die Verbindungen der 
korTekten Richtung Best und die mit einem ^^^(^X^oder Unker eingesetzt werden. 
DNA-Fragmente untereinander kSnnen ^J^g^^ beSSeten oder die OberflUssige ONA 
Ferner konnen Manipulation. PfJ^^ Totsertonen. Deletionen Oder Substitution, wie 
oder Restriktionsstellen entfemen, emgesetzt werdejv wo JTJ" ' ^ . Mut agenese, Primerrepair. 
Z .B. Transitionen und Transversionen .n Frage kommen, konnen in vitro g 
Restriktion Oder Ugation verwendet werdem "chewing-back" oder Auffilllen von Uberhangen fur 

Beigeeigneter.Manipulat.onen '^J***^ '^'S die ZusammenfOgung und Ugation zur 
"blunt-ends" konnen komptementare ^Enden *^S5^i2tan ist fUr eine VergrSflerung der DNA- 

sssr r its: -gsmsss - — «- der Bn9riwe diert - eine 

"Ifs^^ 

Marker, der eine Selektion der tranformierten ^n^u^^n ^ Sequenz an einer 

332. pUC-Serien. M13 mp-Senen. pACYC 184 usw^ » em jd ^ rar die T ransfor- 

passenden ^^^STZ^S^S^ eTnenT^neten Nahrmedium gezUchtet. 
mation in E. col. verwendet Die E. col. : Z*"en ™ nen- An alysenmethoden werden .m 

anschlieflend geerntet und lysiert. ^r^^^^nSdrophowaen und weitere biochemisch- 
aiigemeinen eine Sb ^^^ ^^^^Z^^^n die verwendete DNA-Sequenz 
molekularbiologische Metboden durchgefuhrt. ^fj!" 6 ™'^^,, Jede Piasmid-Sequenz kann in den 
restriktioniert und mit der nachsten DNA-Sequenz ^^^^ ^^ gew 0nschter Gene in die 
gieichen oder anderen P.asmiden klon.ert ^^J^S^SSt die Transformation das T, oder 
Pf.anze konnen weitere DNA-Sequenzen [°^f^™ e ^2 r ec«* Begrenzung, haufig jedoch die 
Ri-Plasmid der Pflanzenzelle verwendet. so w*™™*™^ als Rankenbe reich der einzufUhrenden 
rechte und die linke Begrenzung der Ti- und *-P'^™ ™£ Transformation von Pflanzenzellen ist 
Gene, verbunden we-den. S The Binary Plant Vector System Offset- 

intensiv untersucht und ausreichend in EP 120 51 6 "Jj*^ 7 *^ ^ Plant Sc i.. 4:1-46 und An et 
drukkerij Kanters B.V.. Alblasserdam. 1985. Chapter V. Fraley. et ai.. um. 

al.. EMBO J- (1985) 4:277-284 beschrieben "<™. jst sje dort auch re iativ stabil und springt in 

1st die eingefOhrte DNA erst e.nmaijm Genom ^-J"* s ° p "JJ ^ OTsmarke r. der den tranformierten 
der Rege. nicht mehr heraus. Sie enthait nomMMM •JJ^J~2S wie Kanamycin. G 418. 
Pflanzenzellen Resistenz gegenuber einem Biozid oder ^ e ^^ J duel , verwendete Marker sollte 
Bleomycin. Hygromycin oder DNA fehit. gestatten. 

daber die Selektion transform.^ Zellen gege^ vjelzahl vQn Tecnniken zur 

FOr die BnfOhrung von DNA in eine P fl ^» c _;! tl W ^f t unter verwendung von Agrobacterium 
VerfOgung. Dieae Techniken umfassen d.e T ^f m T m ^^7°^ n ^ 9 Fusion . die Injektion Oder die 
ao tumefaciL oder Agrobacterium rhteogenesjjs T^^SSS^ ^akterien lerwendet. mufl 
Elektroporation sowie weitere M5glichke.ten. We den Wr f« Tran^ormat. ° 9 in termediaren 
die ein'zufObrende DNA in specie P.aamide kto ^ n W ^ r ^ von Sequenzen. die 

Vektor oder einen binaren Vektor. Die nterm ^SSLto In das T^oder Ri-Plasmid 
homolog zu Sequenzen in der_T-DNA s.nd. ^f^^^^~J-OHA notwendige W-Region. 
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einen tinker «ter Po.yHn.er. weiche von der ^TSST SZSlTSX. 

enthalten sein kann. Das so transformierte BaKtenum w iro zu ^ D| „, te zweckmafliger Weise mrt 
Fur den Transfer der DNA in die Pflanzenzelle konnen ^^^^J^^^n Pflanzen- 
Agrobacterium tumefaciens oder Agrobactenum m.zogenes ^^^^^^^^e 
material (z.B. B.attstucke. Stengelsegmente Wurzeln, aber "J^JTSwS zur Slektion enthalten 
Zelien) konnen dann in einem geeigneten Medium, ^Tj^^^SS Sr eingefuhrten DNA 

K — . - ^ ^ in^^^ often, binders 

Fur die BnfOhrung fremder Gene in d.eRlanzen stem erne y Lymphokine; 

interessant ist jedoch die Expression von Genen fur f^Wodukte w^e z£ B.ut. J * £ 
Koioniestimulationsfaktoren; Interferone; Pf^'^^^^J^^^^A^n. Bne weitere 

den Nahrwertder Knollen steigem konnen vemnaert werden ist auflerdem die Expression der 

kann " u ^^^ik H«r Pflanzen in der Qblichen Weise (siehe auch McCor- 

Die transtermierten Zenen wachsen ™e*aJb der Ptenn « *^ ^ ^ ^ ^ 

mick et al.. Plant Cell Reports (1986) 5. 81 t»). uiese besitzten gekreuzt werden. Die 

Pflanzen. die die gleiohe transformierte Erbanlage ^^^^S^S^ Bgensohaften. Es 
daraus entstehenden hybriden Individuen haben d.e ^^^^^bB das phanotypische 

ts.z rsr ^^i^fsssKtsssr 

abgssogen werden kann. Die -estlloh. <J^^ d ^^S^Sk^nZd« v»-den. Wo das 
H~*»». enter Bemtong enter ^^^J^™I^^„ M M Sonde nur dlrekten 
IWti Kol«t let Oder ieollerl witd, keen es pares« sequenz« neroen. s™ ^ 
^(.on, der enw^n S^nzjn ^^^^SS Smsn.pe.er> .enden. 
AnscMleHend kSnnen die Seqoenzen. die rod der /^/^Smnden ..^Urt M, Isollerl und In 

EprLTn^^^ - - 5 ' 

Pflanzen transformiert werden (s.o.). urn ihre Fu "^° n f !^"^^^ is?) sowie die 

als der offene Leseraster des Wikftyps. der m,t der ^^^en.en^ ° fiTdie knollenspezifische 
Knollenspezifrtat zu prOfen. Auf diese Weise konnen ^^^S*' ^ be sonderem Interesse 
Transkription notwendig sind. idenWziert werden. Expressions-Kassetten. d.e von oe 
sind, enthalten transkriptJonale initiationsstellen der Patatin-Gene. 



S5 Begriffe und AbkOrzungen 
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d.kd = Dalton. Kilodalton 
bp = Basenpaare 
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20 



ONA = Deso^bonuWeinsaure. Trager der g«netischen information 
cDNA = Durch Reverse - Transkriptase hergestellte Kop.e emer mRNA 
T-DNA I Agrobactedum — fckaiisiert, 

Begriffe 

Gr60e und Ladung. 

Po^eT fsyn^tische DNA-Seguenz. die eine oder mehrere (Polyiinker) Restiiktionsschnitts.e.ten 
30 ^^^rB^^ansfer und Rxierung eiektrophoretisch aufgetrennter RNA Oder DNA au« 
tZrT^^^^^s in der Kartoffe.kno.ie. ein Oncoprotein von c, 40 kd 
3S ^otr^rnrne der Merkma.e. die in einem Organisms im Gegensatz zu seiner Genaustattung 

(Genotyp) ausgepragt ist. nNA-Erbtraoer in Bakterienzellen (evtl. auch in Eukaryonten). 

Pl asmid = ^satzlicher.extrachromosomaler D^^ageM in andere Wirts-DNA 

der sich unabhangig vom Bakterienchromosom redupliaert. uas 

Gen-Sequenzen gewahrleistet 

Replikation = Verdopplung der DNA-Sequenz untergruppe der Endodesoxyribonukleasen sind 

Restriktionsenzyme = Restriktionser^on^lea^ ze ichnen sich durch eine hohe 

45 (z.B EcoRI (SpeziWat G1AATTC no- und EcoRIUCC( T ) lata, aus 

Spezifitatder Substraterkennung aus (4- Spa^el'e). ^ ^,^^91 werden. 
Restriktionssteiien = Spaitsteflen. d,e speafisch durch J^«jny^ ve JJ stgndigt ^ 
Termination = tetzte Stufe der Protemsynthesejn der d,e JWJ^ Empfangerzelle. 

Aminosauren besteht . . H1n p ur jn-Pviimidin, z.B. A-T durch G-C 



Insertion 
Punktmutationen. 
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Vektoren = wirtsspezifische, replizierfShige Strukturen, die Qene aufnehmen und diese auf andere Ze.len 
*^^£tt£S£SZtt -a Mikroorg^ismen (DSM) in Braunschweig. 
BundTsrepublik Deutschland. folgender Mikroorganismus hlntertegt 

JSi. tumefaciens LBA4404. A-tum B33 enthaltend das Plasm.d pBI 101-B33 (DSM 5089). 
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Beschreibung der Abbildung 

Fig 1 zeigt die Restriktionskarte des genomischen Klons der das Patatin Gen B33 kodiert 

z.B. durcn roii «"9« PBI101-B33 mil dem darin enthaltenen 2.0 kb langen 

~J2J2ZtL~»SS, 5:1— «— B 33. *m M » *V» 

*» ZJSw, nr dlase V««he «*««*« «. irt » 1=" »*«•*» W*"" (M*" 1 - 



1 . Klonierungsvektoren 

Zur Klonierung wurden die Vektoren pUC18/19 und Ml3mp18/19 (Yanisch-Perron et al.. Qene (1985). 
^'^^ntransfcrmation wurden die Genkonstruktionen in den binaren Vektor B.N19 (Bevan. 
Nucl. Acids. Res. (1984). 12, 871 1-8720) kloniert 

2. Bakterienstamme 

FOr die dUC- und M13-Vektoren wurden die E.coli-Stamme BMH71-18 (Messing et a}.. Proc. Nat _Acad. 
s d USA U977) 24 6342%346) oder TB1 benutzt. FQr den Vektor BIN19 wurde ausschlieBteh der Stemm 
?B1 btlS^flst^n^binations-negatives. Tetracyclin-resistentes Dwlvat de* 
^anisch-Perron e. a... Gene (1985). 33. 103-119). ^r Geno^p des ^-J^-f- 11 ^ 
Mitteilung): F'(traD36, proAB, lacl. lacZAM15), A(iac. pro). SupE. th.S. ^^f^o™! Yba4404 (Bevan 
Die pLzentransformation wurde mit HiKe des Agrobacterium tumefaaens-Stammes LBA4404 (Bevan. 
M.. Nucleic Acids Research 12. 8711-8721 (1984): B1N19 Derivat) durchgefuhrt. 

Medien: 

«l Stoc, (PIvMogk »l»«a™< 0«». 15. 473 497) 
so 3. Tranformation von Agrobacterium tumefaciens 

• eei Bin19-Denvaten erfoigt die BnfOhrung der DN A in die ^^^^SSSSL 

55 ^ST^Tund nach geeigneter Restriktionsspaitung geiektrophoretisch aufgetrennt. 
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4. Pflanzentransformation 
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mit 2 % Saccharose gelegt. welches 30-50 VOmnK "J™* schutteln wurden die Petrischalen bei 
tumefaciens-Obernachtkultur enthielt. Nach « 2223li^lSJKm mil 1.6 % Glukose. 2 m* 
25 *C im Dunkeln inkubiert. Nach 2 Tagen wurden dieBlatte ™^ ' ' ^ m ^ ^^y. 

Zeatinribose, 0.02 mg/1 Naphthylessigsaure, 0.02 ^ ^elhnsaur^ ^Tund 3000 Lux wurde die 
cin und 0.8 % Bacto-Agar ausgelegt. Nach e.nwoch.ger InkubaUon be. a 
Claforankonzentration im Medium urn die Halfte reduziert 

5. Analyse genomischer DNA aus transgenen Pflanzen 

D«e .solierung genomischer Pflanzen-DNA erfo.gte nach Rogers und Bendich (Plant Mo.. Bid. (1985). 5, 

ra'r die DNA-Analyse wurden 10-20 ug DNA nach geeigneter Restriktionsspaltung mit Hilfe von 
-So^Blo^uTTn^ration der zu untersuchenden DNA-Seguenzen untersucht. 



6. Analyse der Gesamt-RNA aus transgenen Pflanzen 

„ Die .solierung pflanz.icher Gesamt-RNA erfo.gte nach Logemann et al. (Analytical Biochem. (1987). 163. 
16 " 2 ?uV die Analyse wurden je 50 ug Gesamt-RNA mit Hilfe von "Northern Blots" auf die Anwesenheit der 
gesuchten Transkripte untersucht 

25 

7. GUS-Test 

und Verwendung des Patatin-Promotors aus Kartoffelknollen. 



35 



AusfOhrungsbeispiel 1 



Ktonierung und Strukturanalyse eines Patatin-Gens aus Solanum tuberosum 

40 cDNA-Klone. die fOr das Patatin-Protein der Karto«e. Mm ^^^HESE 
■Bero.ina" iso.iert und seguenziert <«^ i ^°^ n If KarSffe^tBero.ina (Max- 

Klone dienten dazu. einen homologen. genomischen Patatm won aus 
Planck-lnstitutfOr Zilchtungsforschung. Koln) zu isolieren. 

45 

AusfOhrungsbeispiel 2 

so Klonierung. .dentifizierung und Primarstruktur eines genomischen Patatinklons 

BnegenomischeBib^ 
Phagen abgeleiteten Vektor EMBL 4 etabUert iwrten war wu S equenzierung der Klon 

gescreent. Dreizehn unabhangige Klone wurden e*a.ten von Kions B33 1st in Fig. 1 

55 ££L^^ * ,ur die ~' 

wichtigen Bereiche ist In Fig. 2 wiedergegeben. 
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AusfOhrungsbeispiel 3 

•™ hoc P*tatin Gens B33 verantwortlichen regulatori- 
tdentifizierung der fOr die knollenspezifische Expression des Patatm Gens B33 

schen Bereiche 

lokalisiertist (s. Fig. 2) wurde m ^^V^fpro^^e^ des Patatin Gens B33 mtt dem 
3901-3907 (1987)) gesetzt. Dadurch wurde dieses Promc^n g n ion des Nopahn . 

Kodierenden Bereich der 6-Glucuronida^ ^^^J"^^* nenstamm LBA 4404 (Bevan. 

rr,^™^ die L chimare Patatinsen en 

£rob£erien zur Translation von *, geseUt nicht re arrangier- 

Von zehn unabhangig erhaitenen ' Transformantern in ^ d, ° nachgewiesen worden.war. 

ten chimlren Patatin-G'ucuronid^Gens mj "^^^uSronldase untersucht. 

20 Tabelle 1 
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Glucuronidase Aktivitat des chimaren 
B33-Glucuronidase Gens in verschiedenen Organen 
verschiedener transgener Kartoffelpflanzen 



Transformante 



33G-13 

33G-19 

33G-21 

33G-23 

33G-24 

33G-27 

33G-38 

33G-52 

33G-61 

33G-62 



Wurzei 



137 
138 
155 
0 
0 
86 
30 
69 
31 
133 



76 



Stamm 



55 
7 

1034 
50 
14 
8 
14 
10 
10 
151 



135 



Blatt 



0 

14 

25 
0 
0 
4 
6 
0 
2 

24 



7,5 



Knolle 



16882 
2047 
19471 
12149 
4530 
7284 
3847 
2864 
14916 
18620 



11948 



c.v.Desiree 

Aktivitaten sind in pMoi methylumbelliferrol/mg 
Protein/Minute angegeben. 

c.v. Desiree zeigt die entsprechende Aktivat in einer 
nichttransformierten Kartoffetpfianze. 



50 Ansprilche 



Ansprucn© 

der Expressions-Kassette ein Patatin-Gen enthalten .st. 
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tumefaciens enthalten ist. „„ ■ r+ln( , t dai3 es sic h urn das Genom der Kartoffel Oder 

10 Bn pflanzliches Genom. dadurch gekennzeicnnet. dao es wen 

Fraament des Patatin Gen B33 Promotors enthalten «L 

^Te^ntr'paSSa Gens zur ReguHerung endogener und zur HersteHung netero.oger 
Produkte in Kulturpflanzen. 
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Fig. 1 
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